
課題番号 ０４Ａ－２ 
                                    

研究題目 病態モデルにおける一酸化窒素依存的な DNA メチル化と遺伝子

発現変化  

 

研究組織 

   研究代表者：上原 孝（岡山大学大学院医歯薬学総合研究科） 

   共同研究者：片桐豊雅（徳島大学先端酵素学研究所） 

 

【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

一酸化窒素(NO)はタンパク質システインチ

オール基を S-ニトロシル化修飾し、酵素活性

や局在などを変化させる.私たちは NO 基質タ

ンパク質の網羅的同定を様々な方法で実施し，

これまでに新規候補タンパク質の単離に成功

してきた.特に，エピジェネティクスに関わる

酵素が複数含まれており，これまで同様の報告

が無かったことから解析を進めた. 

その結果，DNA メチル基 転移酵素(DNMT)は 

NO によって活性が抑制されることが明らかと

なった.次に，NOの標的シス テイン残基を調べ

たところ，活性中心のシステインに結合するこ

とがわかった.さらに，次世代 シーケンサーを

用いて，NO によって発現が上昇する遺伝子を

特定し，CpG アイランドのメチル化 状態をバ

イサルファイト法から検討した.絞り込んだ遺

伝子のある部位が確かに脱メチル化され てい

ることを明らかにした. 

そこで，ゲノム全体の NO 依存的脱メチル化

部位と遺伝子発現に相関性があるのか否かを 

検討することとした.  

 

[1-2]研究の方法・経過 

種々のがんモデル細胞に NO 供与体を作用さ

せ， RNAおよび DNAを回収した．トータル RNA

から mRNAを精製し，RNA-seq解析に供した．一

方，DNA は約 200 bp に断片化し，このサンプル

にアダプターをライゲーションした．その後，

バイサルファイト変換を行い，ライブラリー作

成用のプライマーを用いて PCR を行った．精製

後，次世代シークエンサーで解析した． 

 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 昨年までの研究から，NOドナーの濃度と処理

時間についての詳細な解析を実施し，条件を決

定した．まず，各種細胞を 100 μM GSNOで 24

時間刺激した．この細胞からサンプルを調製し，

RNA-seq 解析に供した．発現量が変化する遺伝

子について解析したところ，それぞれの細胞毎

で認められた．その中から遺伝子発現が上昇し

た任意の遺伝子４種に関して，RT-qPCR を行っ

たところ，同様の結果を確認できた． 

さらに，同条件で刺激した細胞からゲノム

DNA を調製し，ターゲットバイサルファイトシ

ークエンスに供し，メチル化・脱メチル化状態

を検討した．その結果，10リード以上解析でき

たメチル化シトシンは複数箇所で検出された．

この内，NO ドナー刺激や NO 合成酵素強制発現

によって脱メチル化された部位もあり，全体の

2%以下であることが判明した． 

 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 NO による遺伝子発現変化にエピゲノム調節

酵素活性制御に起因した DNA脱メチル化が関与

している可能性を示すことに成功した．特に，

ゲノム全体にわたって脱メチル化が惹起され

るのではなく，CpG の一部において感受性を示

す部位が存在していることが明らかとなった．

さらに，発現が変化する遺伝子は限局的であり，

細胞毎にその対象が変わることもわかった． 
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【4】今後の課題等 

今後の課題、その他等 

 これまでの検討から，株化された細胞を使用

した際の誘導遺伝子に関しては，その背景とな

る組織由来の遺伝子が比較的単離されること

がわかった．使用した細胞は，ある種がん化し

ていることから，細胞増殖などに限定された遺

伝子が誘導される可能性が高いことが予想さ

れた．一般に，病態形成においては，正常細胞

が形質転換され，全く異なる性質を有するよう

になるケースが多いため，NOによるエピジェネ

ティックな遺伝子誘導の詳細に迫るためには，

正常細胞を用いた検討が必要であると推定さ

れた． 


